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Protein  kinase  C  and  JN K  mediate  
lysophosphatidic  acid- induced  
monocyte  chemo-attractant  
protein-1  expression  in  human  
fetal  lung  fibroblasts
【摘要】目的： 研究蛋白激酶C(PKC)和c-Jun氨基末端激酶(JNK)在溶血磷脂酸(LPA)诱导人肺成纤维细胞(HLF-1)单核细胞趋化蛋    
白-1(MCP-1)表达中的作用。方法：培养HLF-1细胞，以不同浓度(0、1、3和10  μmol/L)的LPA处理细胞不同时间(0.5、6、12和24  
h)后，ELISA检测细胞培养基上清液中MCP-1的蛋白表达，荧光定量PCR检测MCP-1  mRNA的表达水平。用不同浓度的PKC抑制剂
Bisindolylmaleimide  I(0、0.1、1和10  μmol/L)或JNK抑制剂SP600125(0、0.1、1和10  μmol/L)预孵育细胞30  min后，用LPA(10  μmol/L)刺
激2或6  h后，ELISA方法检测细胞培养基上清液中MCP-1的蛋白表达，荧光定量PCR检测MCP-1  mRNA的表达水平。用PKC抑制剂
Bisindolylmaleimide  I(1   μmol/L)预孵育30  min，以浓度为10  μmol/L的LPA处理细胞不同时间(0、5、30和60  min)后，Western  blot检测
c-Jun蛋白磷酸化水平。结果：LPA可诱导HLF-1细胞MCP-1蛋白释放，并呈剂量效应和时间效应关系。LPA的浓度为10  μmol/L
时，HLF-1细胞释放MCP-1蛋白的量是对照组的2.4倍(P<0.05)；细胞在LPA处理24  h后，MCP-1蛋白的释放量较对照组增加约1倍
(P<0.05)。LPA 可诱导HLF-1细胞MCP-1  mRNA的表达并呈时间效应，LPA处理2  h后，MCP-1  mRNA表达水平是对照组的5.3倍
(P<0.05)。PKC抑制剂Bisindolylmaleimide  I和JNK抑制剂SP600125均可显著抑制LPA诱导的HLF-1细胞MCP-1  mRNA表达及MCP-1蛋
白释放。Bisindolylmaleimide  I的浓度为1  μmol/L时可阻断LPA诱导的HLF-1细胞MCP-1蛋白释放量的60%(P<0.05)，浓度为3  μmol/L 
时对MCP-1  mRNA表达有明显抑制效果，抑制率达40%(P<0.05)；而SP600125的浓度为1  μmol/L时可阻断LPA诱导的HLF-1细胞
MCP-1蛋白释放量的78%(P<0.05)，对MCP-1  mRNA表达有明显抑制效果，抑制率达87%(P<0.05)。10  μmol/L的LPA可显著诱导
HLF-1细胞c-Jun磷酸化，同时PKC抑制剂Bisindolylmaleimide  I(1  μmol/L)可显著抑制LPA(10  μmol/L) 诱导的HLF-1细胞c-Jun磷酸化。
结论：PKC与JNK通路均参与LPA诱导HLF-1细胞MCP-1的表达。
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【ABSTRACT】OBJECTIVE:  To  investigate  the  role  of  protein  kinase  C  (PKC)  and  c-Jun  N-terminal  kinase (JNK)  in  
modulating  lysophosphatidic  acid  (LPA)-induced  monocyte  chemo-attractant  protein-1  (MCP-1)  expression  in  human  fetal  
lung  fibroblasts  (HLF-1).  METHODS：Cultured  human  lung  fibroblasts  (HLF-1)  were  incubated  with  LPA(0，1，3  and  
10  μmol/L)  for  0.5，6，12  and  24  h.  ELISA  was  used  to  detect  MCP-1  protein  levels  in  the  supernatants，and  
蛋白激酶C和JNK
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单 核 细 胞 趋 化 因 子 (monocyte  chemo-attractant  
protein-1，MCP-1)是一种主要由单核细胞和巨噬细胞
分泌的免疫趋化因子，参与组织炎症及修复进程。研
究表明，高表达的MCP-1不仅可以通过募集并刺激纤
维细胞分泌胶原蛋白导致胶原蛋白过量堆积，直接参
与组织器官的纤维化进程，而且还可以通过诱导促纤
维化细胞因子TGF-β1的表达，间接激活纤维母细胞的
[1]
胞外分泌效应 。
溶血磷脂酸(lysophosphatidic  acid，LPA)是一种可
溶于水的小分子生物活性脂质。研究表明LPA能通过
促进间充质干细胞分化为成纤维细胞，促进成纤维细
[2-3]
胞的生长并参与组织纤维化 。LPA可诱导诸如成纤
[4]
维样滑膜细胞 等高表达MCP-1，但LPA能否诱导人肺
成纤维细胞(human  fetal  lung  fibroblasts，HLF-1)高表达
MCP-1尚未见报道。
研究表明LPA可调节多条信号通路，包括蛋白激
酶C(protein  kinase  C，PKC)和c-Jun氨基末端激酶(c-Jun  
N-terminal  kinase，JNK)的信号传导，产生级联放大效
[5]
应，发挥生理、生化作用 。PKC是一类可使丝氨酸
/苏氨酸残基磷酸化的蛋白激酶，在炎症免疫反应中对
[6]
炎症因子的表达起着重要作用 ，而JNK是一类能使转
录因子c-Jun  N端磷酸化的丝氨酸/苏氨酸蛋白激酶，
[7] [8]
在牙龈纤维细胞 、角膜纤维细胞 中，JNK参与了
LPA 诱导的蛋白的表达。我们前期的研究结果表明了
[9]
PKC介导凝血酶诱导的HLF-1细胞中MCP-1的表达 ， 
同时发现JNK参与凝血酶诱导的人肺纤维细胞表达
[10]
MCP-1 ，但PKC和JNK是否参与了LPA诱导的HLF-1 
细胞MCP-1表达并不清楚。因此，本研究拟以人肺成
纤维细胞为靶细胞，探讨PKC和JNK是否参与LPA所诱
导的HLF-1细胞中MCP-1高表达。
1 材料与方法
1.1 材料
Bisindolylmaleimide I 和SP600125购于Merck C albiochem  
公司；LPA、F12K培养液购于Sigma公司；胎牛血清购
于PAN公司；胰蛋白酶消化液购于Amresco 公司；人
MCP-1  ELISA检测试剂盒购于R＆D公司；TRNzol总
RNA提取试剂盒购于东盛生物公司；RNA逆转录试剂
盒购于TaKaRa公司；SYBR  Premix  Ex  Taq购于Tiangen 
公司；c-Jun抗体购于Santa  Cruz公司；p-c-Jun购于
Cell  Signaling  Technology公司；HLF-1细胞购于中国科
学院上海细胞库。
1.2 方法
1.2.1 细胞培养 HLF-1细胞接种于T75培养瓶内，●
用 F12K完 全 培 养 液 (含 100  mL/L  FBS、 10万 U/L青 霉
素、10万U/L链霉素)，于37  ℃、CO 体积分数为5%的
2
培养箱中培养。待细胞铺满瓶底后，用含2.5  g/L胰蛋
白酶、0.02%  EDTA的消化液消化传代，细胞汇合度为
quantitative  real-time  PCR  (qPCR)  for  MCP-1  mRNA  levels  in  the  cell  lysate.  In  addition，cells  were  pre-incubated  with  
PKC  inhibitor  bisindolylmaleimide  I  (0，0.1，1  and  10  μmol/L)  or  JNK  inhibitor  SP600125  (0，0.1，1  and  10  μmol/L)  for  
30  min，and  then  treated  with  LPA  (10  μmol/L)  for  2  or  6  h，and  ELISA  and  qPCR  assays  were  conducted.  Cells  were  
also  pre-incubated  with  PKC  inhibitor  bisindolylmaleimide  I  (1  μmol/L)  for  30  min，and  then  treated  with  LPA  (10  
μmol/L)  for  30  min.  C-Jun  N-terminal  phosphorylation  levels  in  the  cell  lysate  were  measured  by  Western  blot.  
RESULTS：LPA  stimulated  MCP-1  protein  expression  in  dose-  and  time-dependent  manners.  The  MCP-1  protein  
production  in  the  LPA  (10  μmol/L)  treated  group  was  2.4  times  higher  than  that  in  the  untreated  group  (P<0.01).  MCP-1  
protein  production  in  the  LPA  (10  μmol/L)  treated  group  for  24  h  was  1  time  higher  than  that  in  the  untreated  group  
(P<0.01).  LPA  stimulated  MCP-1  mRNA  expression  in  a  time-dependent  manner.  The  MCP-1  mRNA  expression  in  the  
LPA  (10  μmol/L)  treated  group  for  2  h  was  5.3  times  higher  than  that  in  the  untreated  group  (P<0.01).  PKC  inhibitors  
bisindolylmaleimide  I  and  JNK  SP600125  clearly  inhibited  LPA-induced  MCP-l  mRNA  and  protein  expressions.  The  LPA  
(10  μmol/L)-  induced  MCP-1  protein  production  was  reduced  by  60%  with  bisindolylmaleimide  I(1  μmol/L)  compared  with  
that  in  the  control  group  (P<0.05).  With  3  μmol/L  of  bisindolylmaleimide  I，the  induced  MCP-1  mRNA  expression  was  
reduced  by  40%  (P<0.05).  The  LPA  (10  μmol/L)-induced  MCP-1  protein  production  was  reduced  by  78%  with  SP600125 
(1  μmol/L)  (P<0.05).  The  10  μmol/L  LPA-induced  MCP-1  mRNA  expression  was  reduced  by  40%  with  SP600125             
(1  μmol/L)  (P<0.05).  The  activity  of  JNK  was  enhanced  by  LPA  in  HLF-1  while  PKC  inhibitors  bisindolylmaleimide  I         
(1  μmol/L)  suppressed  the  activity  of  JNK  which  was  induced  by  LPA(10  μmol/L).  CONCLUSION：PKC  and  JNK  
mediated  LPA-induced  MCP-1  expression  in  HLF-1.
【KEY  WORDS】 lysophosphatidic  acid；protein  kinase  C；c-Jun  N-terminal  kinase；monocyte  chemo-attractant  
protein-1；human  lung  fibroblasts
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90%时胰蛋白酶消化，待用。
1.2.2 ELISA检测 将细胞分种于96孔培养板，用完●
全培养液培养24  h后，换无血清培养液培养24  h。浓度
梯度实验时，对照组内加入无血清的F12K培养，其他
组每孔细胞内加入不同浓度(0、1、10、30  μmol/L)的
LPA，6  h后收集细胞上清液，冻存于-80  ℃以备ELISA 
检测使用。时间进程实验时，对照组内加入无血清的
F12K，其他每组加入浓度为10  μmol/L的LPA，分别培
养0.5、6、12、24  h后收取细胞上清液，冻存于-80  ℃
以备ELISA检测使用。抑制剂实验，细胞用不同浓度
(0、0.1、1、10  μmol/L)Bisindolylmaleimide  I或SP600125 
孵育0.5  h，然后在实验组中加入10  μmol/L  LPA刺激6  
h，收集细胞上清液，冻存于-80  ℃以备ELISA检测使
用。Bisindolylmaleimide  I采用DMSO配制并保持DMSO 容
积在各实验组中一致。以上每组实验均使用3孔细胞并
重复3次。人MCP-1检测采用人MCP-1  ELISA检测试剂
盒，按说明书进行操作，用酶标仪于450  nm波长处测
定吸光度D(450)值。根据做出的标准曲线将D(450)值换
算成MCP-1浓度值，然后将得到的浓度值根据公式计
算阻断率：阻断率(%)=[D(450)抑制剂组-D(450)基础组]/  
[D(450)空白对照组-D(450)基础组]×100%。
1.2.3 实时荧光定量PCR 将细胞分种于6孔板各孔●
内，细胞汇合度为80%时，换无血清培养液培养24  
h。 时间进程实验时，对照组内加入无血清的F12K，其
他每组加入浓度为10  μmol/L的LPA，分别培养0.5、
6、12、24  h后收取细胞；抑制剂实验，Bisindolyl-
maleimide  I(3  μmol/L)或SP600125(1  μmol/L)孵育细胞0.5  
h，后在实验组中加入10  μmol/L的LPA刺激2  h，收集
细 胞 。 用 Trizol一 步 法 提 取 细 胞 总 RNA。 继 之 应 用
TransScript  First-strand  cDNA  Synthesis试剂盒进行cDNA  
第1链合成。MCP-1基因的上游引物序列为5´-AGCTCT 
CTCTTCCTCCACCAC-3´，下游引物序列为3´-CGTTAA 
CTGCATCTGGCTGA-5´。实时荧光定量PCR (quantitative  
real-time  PCR，qPCR)反应体系为：SYBR  Premix  Ex  
Taq  10  μL，上、下游引物各0.4  μL，cDNA模板2  μL， 
ddH O  7.2  μL。应用两步法PCR扩增标准程序：95  ℃
2
预变性15  min；95  ℃变性30  s，60  ℃退火31  s，共40个
循环。通过熔解曲线检测扩增产物的特异性，应用荧
光定量PCR仪(ABI7500)附带的700 S ystem S DS S oftware。 
采用比较ΔΔC 值法，以β-2m为内参照，对实验组进
T
行MCP-1 m RNA水平的相对定量检测。
1.2.4 Western  blot 将获得的细胞分种于6孔板各孔●
内，细胞汇合度为80%时，换无血清培养液培养24  h。 
时间进程实验时，对照组内加入无血清的F12K， 其他
每组加入浓度为10  μmol/L的LPA，分别培养0、5、
30、60  min后收取细胞；抑制剂实验，细胞用浓度为1  
μmol/L  Bisindolylmaleimide  I孵育30  min，后在实验组中
加入10  μmol/L的LPA刺激30  min，收集细胞。Western  
blot检测采用RIPA裂解细胞提取蛋白，并通过BCA法
测蛋白浓度。配制5%浓缩胶和12%分离胶，上样量为
15  μg，电泳结束后采用稳流半干转方式转膜1  h。用
5%脱脂奶粉封闭1  h，分别采用c-Jun一抗(1∶500)或
pho-c-Jun一抗(1∶1  500)，4  ℃孵育过夜，洗膜3次，
羊抗兔二抗(1∶4  000)室温孵育1  h，再次洗膜后，
ECL发光液，曝光。
1.3 统计学分析
-
各组数据均采用 x±s 记录，采用Graphpad  6.0软件
进行统计分析。空白组数据与实验组数据比较采用单因
素方差分析，组间方差不齐时，采用非参数分析法。
2 结 果●
2.1 LPA对HLF-1细胞MCP-1表达的影响
如 图 1A所 示 ， ELISA检 测 结 果 表 明 ， 浓 度 为 1  
μmol/L的LPA刺激HLF-1细胞6  h后，MCP-1水平与对
照组比较显著升高(P<0.05)，增加到10  μmol/L时，诱导
HLF-1细胞释放MCP-1的量达到最大值。进而我们采
用ELISA法检测了LPA诱导HLF-1释放MCP-1是否可持
续，图1B结果显示，MCP-1蛋白的释放量在对照组和
10  μmol/L  LPA处理组均成时间依赖关系，且LPA处理
组增长率较高，在LPA刺激24  h时较对照组增加约1倍
(P<0.05)。qPCR检测结果见图1C，显示10  μmol/L  LPA 
刺激30  min后MCP-1  mRNA表达与对照组相比显著增
加(P<0.05)，在12  h时达到最大值(P<0.05)。结果提示
LPA诱导HLF-1释放的MCP-1蛋白是新合成的而不是
原有贮存的。
2.2 PKC参与LPA诱导HLF-1细胞MCP-1的表达
ELISA结果显示Bisindolylmaleimide  I可呈浓度依赖
性 阻 断 LPA诱 导 HLF-1细 胞 释 放 MCP-1蛋 白 ， 见 图
2A。其中Bisindolylmaleimide  I的浓度为1  μmol/L时，对
LPA诱导HLF-1细胞释放MCP-1蛋白有明显的阻断效
果，可阻断LPA诱导HLF-1细胞释放MCP-1蛋白量的
50% (P<0.05)；当浓度为10  μmol/L时，可阻断LPA诱导
HLF-1细胞释放MCP-1蛋白量的80%以上，差异具有
统计学意义(P<0.05)。接着，进一步采用的实时荧光定
量PCR检测结果显示，3  μmol/L 的Bisindolylmaleimide  
I明显抑制了10  μmol/L的LPA诱导的HLF-1细胞MCP-1  
mRNA的表达(P<0.05)，说明PKC 参与LPA诱导HLF-1 
细胞MCP-1的表达。
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图1  LPA对HLF-1细胞MCP-1表达的影响
A：不同浓度LPA处理6  h后对HLF-1细胞释放MCP-1蛋白的影响；B：10  μmol/L的LPA处理不同时间后对HLF-1释放MCP-1蛋白的影响；C：10  
μmol/L的LPA处理不同时间对HLF-1细胞MCP-1  mRNA表达水平的影响.  与对照组比较，*P<0.05.
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2.3 JNK参与LPA诱导的HLF-1细胞MCP-1的表达
ELISA检测结果显示JNK抑制剂SP600125也可呈浓
度依赖性阻断LPA诱导HLF-1细胞释放MCP-1蛋白，
见图3A，其中0.1  μmol/L和1  μmol/L的SP600125可显著
阻断LPA诱导HLF-1细胞MCP-1蛋白表达(P<0.05)； 而
10  μmol/L的SP600125几乎完全阻断LPA诱导HLF-1细
胞MCP-1表达(P<0.05)。接着，qPCR结果(图3B)显示，
1  μmol/L的SP600125可显著抑制10  μmol/L 的LPA诱导的
HLF-1细胞MCP-1  mRNA的表达(P<0.05)。 说明JNK也参
与LPA诱导HLF-1细胞MCP-1的表达。
2.4 PKC参与对LPA诱导HLF-1细胞JNK激酶的活化
我 们 用 LPA刺 激 HLF-1细 胞 ， Western  blot检 测
JNK下游信号通路分子c-Jun磷酸化水平。图4A显示，
在浓度为10  μmol/L的LPA的刺激下，c-Jun磷酸化水平
明显升高，且在作用30  min时达到最高水平，表明
LPA能增强HLF-1细胞JNK激酶的活性，促进c-Jun磷
酸化。同时，我们采用PKC抑制剂Bisindolylmaleimide  I 
来 探 讨 PKC是 否 参 与 LPA诱 导 的 JNK激 酶 活 化 ，
Western  blot检测JNK下游信号通路分子c-Jun磷酸化水
平。图4B显示，浓度为1  μmol/L的Bisindolylmaleimide  I 
对10 μ mol/L的 LPA诱导HLF细胞c-Jun的磷酸化作用有明
显的抑制效果，表明PKC参与LPA诱导JNK激酶活性。
A
#
SP600125(1 μmol/L) 
LPA(10 μmol/L)
5
4
3
2
1
0
M
C
P
1
-
蛋
白
相
对
表
达
水
平
*
-  +
-  
+
-  +
B
图3  JNK参与LPA诱导的HLF-1细胞MCP-1的表达
A：不同浓度的阻断剂SP600125对LPA(10  μmol/L)诱导HLF-1释放MCP-1蛋白的影响；B：SP600125(1  μmol/L)对LPA(10  μmol/L)诱导HLF-1  MCP-1  
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图2 PKC参与LPA诱导HLF-1细胞MCP-1的表达
A：不同浓度的阻断剂Bisindolylmaleimide I对10 μmol/L 的LPA诱导HLF-1细胞释放 MCP-1蛋白的影响；B：3  μmol/L 的Bisindolylmaleimide I对10 
#
μmol/L 的LPA诱导HLF-1 细胞MCP-1 mRNA表达的影响.  与对照组比较， P<0.05；与只加LPA组比较， *P<0.05.
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LPA在肺纤维化过程中发挥着重要作用，可诱导
多种促纤维化以及促炎症因子(如TGF-β1、IL-13)的表
[11]
达，参与纤维化的发生 。但有关LPA是否可诱导
HLF-1表达MCP-1，及其分子机制未见报道。本实验
第一次报道PKC和JNK参与溶血磷脂酸诱导HLF-1高表
达MCP-1。
本研究首先通过LPA浓度梯度和时间进程相关实
验证明LPA可呈浓度与时间相关性诱导HLF-1细胞
MCP-1蛋白的表达(图1A，B)。进一步的实验结果还显
示LPA可以提高HLF-1细胞MCP-1  mRNA表达水平(图
1C)，这表明LPA诱导的HLF-1细胞MCP-1蛋白是来源
于新合成的MCP-1，而非细胞内原有的贮存。这一结
果与LPA诱导鼠肺成纤维细胞高表达MCP-1的结果是
[12]
一致的 。
有研究表明PKC参与了LPA介导的肺损伤及纤维
化的病理生理进程，比如有研究发现PKCδ参与LPA诱
[13]
导的纤维细胞迁移 ，同时有研究表明JNK对肺纤维化
是必须的，敲除JNK1基因能降低博来霉素诱导的小鼠
[14]
肺纤维化程度 。本实验中我们发现Bisindolylmaleimide I  
和SP600125不仅能明显抑制LPA诱导人肺成纤维细胞
释放MCP-1蛋白(图2A、3A)，而且能显著阻断LPA诱
导人肺成纤维细胞mRNA的表达(图2B、3B)，这一结果
说明LPA通过PKC和JNK途径诱导HLF-1细胞MCP-1的
表达。
PKC及 JNK作 为 细 胞 内 两 种 重 要 的 信 号 传 导 分
子，广泛参与了生物体的各种生命活动。有研究表
[15]
明，PKC通过调节JNK的活性参与各种生理活动 。本
实验中我们发现LPA能诱导HLF-1细胞c-Jun  N端磷酸
化(图3A)，同时Bisindolylmaleimide  I能显著阻断c-Jun  
N端磷酸化(图4)，说明Bisindolylmaleimide  I能抑制c-
Jun  N端磷酸化酶活性，从而抑制c-Jun  N端磷酸化，
表明PKC可能介导LPA诱导HLF-1激活JNK活性。
综 上 所 述 ， 我 们 的 结 果 证 明 PKC及 JNK都 参 与
LPA诱 导 HLF-1细 胞 MCP-1的 表 达 ， 同 时 PKC激 活
JNK信号通路并参与其中(图5)。PKC家族总共包括
[16] [17]
12种PKC亚类 ，JNK家族存在3种亚型 ，具体是哪
种PKC亚型以及哪种JNK亚型参与LPA的诱导效应并不
清楚。因此我们后续实验将研究主要是哪一种亚基在
此信号通路中起主要作用，以便更完整的了解LPA诱
导HLF-1释放MCP-1的信号通路，为研究治疗肺纤维
化相关药物提供参考。
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